






























ATCC: American Type Culture Collection 
BSA: bovine serum albumin 
cDNA: complementary DNA 
CSC: cancer stem cell 
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
EGFR: epidermal growth factor receptor 
EMT: epithelial-mesenchymal transition 
ESA: epithelial-specific antigen 
FACS: fluorescence activated cell sorting 
FBS: fetal bovine serum 
GPI: glycosylphosphatidylinositol 
HCC: hepatocellular carcinoma 
Hepes: 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HRP: horseradish peroxidase 
IHC: immunohistochemistry 
NAC: neoadjuvant chemotherapy 
NOG: NOD/SCID/IL-2Rγnull 
ORF: open reading frame 
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OS: overall survival 
PBS(-): Mg++, Ca++-free phosphate buffered saline 
PCR: polymerase chain reaction 
PDAC: pancreatic ductal adenocarcinoma 
PE/Cy7: phycoerythrin/cyanin 7 
PVDF: polyvinylidene difluoride 
RFS: recurrence free survival 
RT-PCR: reverse transcription PCR 
SCC: squamous cell carcinoma 
SDS: sodium dodecyl sulfate 
shRNA: short hairpin RNA 
siRNA: small interfering RNA 
STAT: signal transducers and activator of transcription 
TGF-β: transforming growth factor-β 





















グナル構成分子である SMAD2のリン酸化の評価により検証した．2006 年から 2015年































整罹患率は 2018年で 9.7人/100,000人と全世界で 5番目に高く[1,2]，また，本邦
のがん死亡数では全癌腫のうち 4番目に多く，その 5年生存率は 10%未満にとどまる
[3]．浸潤性膵管癌（pancreatic ductal adenocarcinoma: PDAC）は膵癌の最も一般
的な組織型であり，早期診断が困難であることや化学療法への抵抗性，遠隔転移を
来たしやすいことなどが予後不良の主な原因となっている．これまでの分子生物学
























らは transforming growth factor-β（TGF-β）シグナル伝達経路に，近年では
signal transducer and activator of transcription 3（STAT3），および epidermal 
growth factor receptor（EGFR）の各シグナル伝達経路に影響を及ぼすことが示さ
れている[13]．さらに最近では神経膠芽腫における yes-associated 
protein/transcriptional coactivator with PDZ-binding motif（YAP/TAZ）シグナ
ル伝達経路への関与が報告された[20]．特に，TGF-βシグナル伝達制御に関して
は，CD109は TGF-β共受容体であり，TGF-β受容体の内在化と分解の促進[21,22]，



























 ヒト膵癌由来の細胞株である AsPC-1，BxPC-3，MIA PaCa-2，PANC-1を American 
Type Culture Collection（ATCC, Manassas, VA）より入手して使用した．AsPC-1お
よび BxPC-3細胞は，10%FBS（Gibco, Grand Island, NY），
1%penicillin/streptomycin（ナカライテスク, 東京, 日本）を添加した RPMI-1640
培地を用いて，MIA PaCa-2および PANC-1細胞は，10%FBS（Gibco）および
















 週齢 6-8の NOD/SCID/IL-2Rγnull（NOG）マウスは公益財団法人実験動物中央研究
所（川崎, 日本）より購入し，1週間以上の馴化期間を経たのちに実験に使用した． 
 細胞を 1×106個ずつ，50μlの DMEM培地に懸濁し，等量の Matrigel（BD 
Biosciences, San Jose, CA）と混和し，NOG マウスの両側腰部皮下に移植した









剥離防止コートスライドグラス（PRO-04, 松浪硝子工業株式会社, 岸和田, 日本）
に接着し，プレパラートを作製した．それぞれのプレパラートをヘマトキシリン・
エオジン染色し，100 倍の倍率で無作為に 3 視野を抽出してそれぞれの視野に占める







RNeasy Mini kit（Qiagen, Valencia, CA）を用いて抽出し，これを鋳型として
PrimerScript II cDNA synthesis kit（タカラバイオ, 草津, 日本）を用いて cDNA
を合成した．これに対して，ヒト CD109の open reading frame（ORF）配列を KOD 




PCR反応は，最初の熱変性を 94℃，2分で行い，その後 98℃，10 秒－65℃，30秒－
68℃，90秒を 35サイクル行った．増幅産物はアガロースゲル電気泳動後，Wizard 
gel purification kit（Promega, Madison, WI）を用いて精製し，pBluescriptⅡ











 CD109発現ベクター（CD109_pMXs），shRNA 発現ベクター（shRNA#11, shRNA#12）
並びにコントロールベクター（pMXsΔEco, shCont）を導入したレトロウイルスを調
製するために、FuGENE HD Transfection Reagent（Roche Diagnostics, Mannheim, 
Germany）を用いてベクターDNAを Plat A細胞株に導入した．48時間経過後に培養
上清を回収し，0.45μmシリンジフィルターで濾過してレトロウイルスベクターとし
て使用した．このウイルス液に polybrene（終濃度 4μg/ml, ナカライテスク）を加
えた後に，CD109発現ベクターは AsPC-1細胞へ，shRNA発現ベクターは PANC-1細胞
へとそれぞれ添加してウイルスを感染させた．感染後 48時間培養した後，












RNAiMAX（Thermo Fisher Science, MA）を使用した． 
 
定量 RT-PCR 
 全 RNAを RNeasy Mini kit（Qiagen）にて抽出した．これを鋳型に PrimerScript 
II cDNA synthesis kit（タカラバイオ）を用いて cDNAを合成した．cDNAをプライ
マー，Brilliant III Ultra-Fast SYBR Green QPCR Master mix（Agilent 







β-actin: 5’- CCAACCGCGAGAGGTGA-3’, 5’-TCCATCACGATGCCAGTG-3’， 





Connective tissue growth factor（CTGF）: 5’-AGGAGTGGGTGTGTGACGA-3’, 5’-
CCAGGCAGTTGGCTCTAATC-3’， 
cysteine-rich angiogenic inducer 61（CYR61）: 5’-CCTTGTGGACAGCCAGTGTA-3’, 
5’-ACTTGGGCCGGTATTTCTTC-3’， 




 FACSCantoⅡ（Becton Dickinson Bioscience, CA）を用いてフローサイトメトリ
ー分析を行った．細胞を 1%FBS添加 PBS(-)で洗浄し，それぞれの 1次抗体，蛍光標
識抗体と室温で 30分間反応させ，再度 1%FBS 添加 PBS(-)で洗浄して解析した．結果
は FlowJo software V10（Tree Star, Ashland, OR）を用いて解析した．使用した抗
体は以下の通りである．1次抗体としてマウスモノクローナル抗ヒト CD109抗体
（MAB4385, clone: 496920, R&D Systems, Minneapolis, MN），二次抗体およびアイ
ソタイプコントロールとして PE/Cy7結合マウス IgG（405315, clone: Poly4053, 





 細胞を PBS(-)で 2 回洗浄後，溶解バッファー（50mM Hepes ph7.5, 150mM NaCl, 
1% Triton X-100, 2mM EDTA, 10mM NaF, 2mM phenylmethanesulfonylfluoride, 7.5
μg/ml aprotinin, 10μg/ml leupeptin）に溶解し，5分間の超音波処理後に遠心
（12000 × g, 20min, 4℃）し，上清を回収した．TGF-βリガンド添加条件での検




溶解した．上清中の蛋白濃度は Bio-Rad protein assay kit（Bio-Rad, Hercules, 
CA）を用いて測定した．等量のサンプルバッファー（100mM Tris-HCl ph6.8, 4% 




192mM glycine, 20% CH3OH）中で，polyvinylidene difluoride（PVDF）メンブレン
（Millipore, Billerica, MA）に転写した（通電条件: 100V, 350mA, 60 分, 氷






後に SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate（Thermo Scientific, 





以下のものを用いた．1次抗体: ヒツジポリクローナル抗ヒト CD109 抗体（AF4385, 
R&D Systems, 1:2000 希釈），ウサギモノクローナル抗ヒト phospho-SMAD2抗体
（#3108, Cell Signaling Technology, Danvers, MA, 1:1000希釈），ウサギモノク
ローナル抗ヒト phospho-p44/42 MAPK(Erk1/2)抗体（#4370, Cell Signaling 
Technology, 1:1000 希釈），ウサギモノクローナル抗ヒト p44/42 MAPK(Erk1/2)抗体
（#4695, Cell Signaling Technology, 1/1000 希釈）ウサギポリクローナル抗ヒト
phospho-STAT3抗体（#9134, Cell Signaling Technology, 1:1000 希釈），2次抗体: 
抗ヒツジ IgGペルオキシダーゼ抗体（A3415, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, 








し，プレパラートを作製した．染色は自動染色機である VENTANA Discovery XT 
system（VENTANA Medical System; Roche Group, Tucson, AZ）を用いて行った．1
次抗体として 4μg/ml に調整したマウスモノクローナル抗ヒト CD109 抗体
（MAB4385, R&D Systems）を使用し，ネガティブコントロールとしてマウス IgG
（Cell Signaling Technology）を用いた．DISCOVERY ChromoMap DAB Kit（VENTANA 
Medical Systems; Roche Group）で染色後，検鏡した．染色の評価は，病理医を含
む 2名の観察者が独立して，事前に臨床病理学的な情報を知ることなく行った．染
色性に関して以下の基準を独自に設定し，全例を 3群に分類した: 0, negative
（basolateral side -, apical side -）; 1+, 細胞の側底面は染色されているが頂
端面は染色されていない（basolateral side +, apical side -）; 2+, 細胞の側底
面も頂端面も染色されている（basolateral side +, apical side +）． 
 
細胞増殖アッセイ 
 細胞増殖能は Cell Counting Kit-8（CCK-8, 同仁化学研究所, 熊本, 日本）を用


































 24-ウェルプレートと Cell Culture Insert（pore size: 8μm, Becton Dickinson 
Bioscience）を用いて，トランスウェル細胞遊走アッセイを行った．下部ウェルに
それぞれ 750μlずつ 10%FBS添加 DMEM培地を加えた後，インサートをプレートにセ







 PANC-1細胞，shCont 細胞，shRNA#11細胞，shRNA#12細胞より total RNAを
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mirVana miRNA Isolation kit（Life Technologies, Carlsbad, CA）を用いて抽出
し，Low Input Quick Amp Labeling kit（Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA）にて蛍光標識した．標識されたプローブを Sure print G3 Human GE 8×60K 
microarray slide（Agilent Technologies）に滴下し，Agilent社のプロトコールに
沿って操作を進めた．スライド洗浄後，ハイブリダイズしたプローブの蛍光を





 各細胞株における蛋白のリン酸化レベルを Proteome ProfilerTM Array Human 
Phospho-Kinase Array Kit（R&D Systems）により検討した．キットの添付文書に沿
って操作を行い，付属のメンブレンへと各細胞抽出液を反応させ，結合したリン酸
化蛋白を LAS-4000mini CCD Imager（富士フィルム）を用いて検出した． 
 
統計解析 
 統計解析には JMP software version 14.0（SAS Institute, NC）を用いた．各群























群と比較して CD109の発現低下を認めた（図 3B）．さらに蛋白質レベルと mRNAレベ
ルでの発現を評価するためウエスタンブロットと定量 RT-PCRを行ったところ，それ
ぞれ shCont群と比較して発現抑制を得ることができた（図 4）． 




トと定量 RT-PCRを行い，蛋白質レベルおよび mRNAレベルで CD109 の発現が抑制さ
れていることを確認した（図 4）． 
 














 また，PANC-1_shCont 細胞，PANC-1_shRNA#11 細胞，PANC-1_shRNA#12 細胞につい




vitroでの増殖に影響しないことが示された（図 7）．  
 















化学法で評価した（図 1）．145例中 102例（70.3%）で CD109の発現が陽性であり，
27 
 












あるいは shRNAによる CD109発現抑制 PANC-1細胞株とコントロール PANC-1細胞株
に対してそれぞれ TGF-β1リガンドを添加し，下流のシグナル分子である SMAD2の
リン酸化をウエスタンブロットで確認した．TGF-β1リガンド添加に伴い，いずれの


















（3）神経膠芽腫において CD109との関連性が示唆された YAP/TAZ シグナル[20]に関















































告は少ない．本研究で PDAC臨床検体における CD109の発現を解析した結果，約 70%




























 CD109は TGF-β共受容体として作用することが知られている．細胞表面の CD109
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図 2．膵癌細胞株における CD109 の発現 
4種類の膵癌細胞株である AsPC-1，BsPC-3，MIA PaCa-2，PANC-1 における，抗
CD109抗体を使用したウエスタンブロットでの発現解析の結果を示す．いずれの細胞
株においても CD109のバンドを形成しているが，AsPC-1と MIA PaCa-2は比較的発現
量が低く，BxPC-2と PANC-1では高発現していた． 
 
図 3．CD109 発現ベクター，shRNA 発現ベクターによる発現調整 
（A）CD109低発現細胞株である AsPC-1に CD109 発現ベクターを導入し，フローサイ
トメトリーで発現を確認した．コントロールベクター導入株と比較して十分な発現
上昇を得ることができなかった． 



























（A）摘出した腫瘍のヘマトキシリン・エオジン染色像（倍率:100 倍）．a: shCont, 
b: shRNA#11, c: shRNA#12 
（B）それぞれの腫瘍中に占める間質の面積は，shCont, shRNA#11, shRNA#12 いずれ
も同程度の割合を示した．（p=0.8841） 
 





















図 9．PDAC 症例検体における CD109 発現の評価 
















告されているような CD109による TGF-βシグナル抑制性は確認できなかった． 
 
図 12．CD109 発現と JAK/STAT シグナル，EGFR シグナル，YAP/TAZ シグナルの関連性 
（A）PANC-1細胞から抽出した蛋白を用いて STAT3のリン酸化をウエスタンブロット
で評価した．CD109発現抑制に伴うシグナル活性化への影響は認めなかった． 











































































2+ (n = 16) 1+ (n = 86) 0 (n = 43) p値 
年齢（中央値） 49-81 (70) 27-85 (68) 33-88 (66) 0.895 
性別（男性：女性） 11：5 55：31 23：20 0.420 
切除可能性 
（R：BR-PV：BR-A） 
10：2：4 58：11：17 38：2：3 0.124 
術式**（PD：DP：TP） 9：4：3 54：24：8 25：16：2 0.440 
R status（R0：R1：R2） 15：1：0 74：11：1 37：4：2 0.584 
UICC8th Stage 
(ⅠA:ⅠB:ⅡA:ⅡB:Ⅲ:Ⅳ) 
2:1:0:9:1:3 5:8:4:38:12:19 5:3:1:21:7:6 0.877 
腫瘍径（中央値; mm） 12-45 (22) 8-60 (30) 9-55 (25) 0.087 
リンパ節転移陽性例に 
お け る 転 移 リ ン パ 節 数
（median） 
1-19 (2) 1-16 (3) 1-10 (2.5) 0.900 
組織学的悪性度 
（well：mod：por） 
3：12：1 16：64：6 11：27：5 0.800 
cy 陽性例 1 (6.3 %) 6 (7.0 %) 1 (2.3 %) 0.537 
術後補助化学療法施行例 14 (87.5 %) 70 (81.4 %) 35 (81.4 %) 0.728 
術後再発症例 12 (75.0 %) 64 (74.4 %) 30 (69.8 %) 0.840 
 
*計 145例の PDAC症例を CD109発現により 3群に分類した(2+，1+，0). 
**PD; pancreaticoduodenectomy, DP; distal pancreatectomy,  






*CD109陽性例は陰性例よりも有意に遠隔転移を来たす症例が多かった (p = 0.011). 
  





あり 65 (85.5 %) 19 (63.3 %) 
0.011* 





*CD109陽性例と陰性例の間で遠隔転移再発部位に有意差を認めなかった    
（p = 0.743）． 
  
遠隔転移部位 CD109陽性例  CD109陰性例  
肝 21 (32.3 %) 5 (26.3 %) 
肝 + 肺 4 (6.2 %) 1 (5.3 %) 
肝 + 腹膜 4 (6.2 %) 3 (15.8 %) 
肺 15 (23.1 %) 5 (26.3 %) 
腹膜 11 (16.9 %) 3 (15.8 %) 
遠隔リンパ節 5 (7.7 %) 2 (10.5 %) 
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CD109 promotes the tumorigenic ability and metastatic motility of 
pancreatic ductal adenocarcinoma cells（投稿中） 
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消化器外科学の水間正道先生，青木豪先生，高舘達之先生，川口桂先生，伊関雅裕
先生，畠達夫先生，青木修一先生に感謝致します．今回の実験に要した臨床検体の
収集や取り扱いにご助力いただいた東北大学病理部の方々，宮城県立がんセンター
病理部の方々に感謝致します．そして，宮城県立がんセンター研究所の諸先生方，
スタッフの方々にも，多大なるご支援をいただき研究を行う素晴らしい環境を提供
いただけたことに感謝致します．特に，多くの研究を手伝っていただいた高梨友花
さん，病理所見についてご教授いただいた宮城県立がんセンター病理部の佐藤郁郎
先生，マイクロアレイの解析や多くの実験上の諸問題につきご教示くださり，アド
バイザー教員としてもたくさんのご助言をいただいた宮城県立がんセンターの玉井
恵一先生に感謝致します．多くの先生方のご指導の下，恵まれた環境で本研究に取
り組むことができ，本当に多くのことを学ばせていただきました．深謝致します． 
